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 爽 快 な 酸 味 を 有 す る ク エ ン 酸 は 、 食 品 や 飲 料 の 酸 味 料 や 食 品 添 加 物 、 酸 化 防 止
剤 と し て 、 工 業 薬 品 の キ レ ー ト 剤 や 医 薬 品 原 料 な ど と し て 広 く 利 用 さ れ て い る 。
世 界 的 な 需 要 は 年 間 140 万 ト ン に 達 し (2006 年 )、こ の す べ て が 糸 状 菌 Asperg i l lus  
n iger (ク ロ コ ウ ジ カ ビ )に よ る 発 酵 生 産 に よ っ て 供 給 さ れ て い る 。 A．  n iger は 、
100  g / l 以 上 の 糖 質 を 原 料 と し て も 高 収 率 で ク エ ン 酸 を 生 産 す る こ と か ら 、工 業 的
な 発 酵 生 産 に 利 用 さ れ て い る 。 ク エ ン 酸 は ト リ カ ル ボ ン 酸 (TCA)回 路 の 中 間 体 で
あ る こ と か ら 、と く に 解 糖 系 や TCA 回 路 の 諸 酵 素 に つ い て の 解 析 が さ か ん に 行 わ
れ 、 ク エ ン 酸 生 産 機 構 が 研 究 さ れ て き た 。 し か し 、 呼 吸 を 含 め た エ ネ ル ギ ー 代 謝
あ る い は 関 連 す る 代 謝 酵 素 の 遺 伝 子 調 節 に つ い て は 詳 細 に 検 討 さ れ て お ら ず 、 ク
エ ン 酸 生 産 機 構 の 全 容 は 明 ら か に さ れ て い な い 。  
 一 方 、 A.  n iger に は 、 シ ト ク ロ ム 系 と は 別 に 、 シ ア ン 非 感 受 性 で サ リ チ ル ヒ ド
ロ キ サ ム 酸 感 受 性 の 新 規 呼 吸 系 が 存 在 す る 。 通 常 の 呼 吸 経 路 で あ る シ ト ク ロ ム 呼
吸 系 は プ ロ ト ン の 膜 間 輸 送 に よ る 電 気 化 学 的 勾 配 を 形 成 し 、ATP 生 産 を 可 能 と す
る 。一 方 、シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 系 は プ ロ ト ン 輸 送 を 行 わ な い た め ATP 生 産 を 伴 わ
ず に ユ ビ キ ノ ー ル の 再 酸 化 が 可 能 で あ る 。 本 呼 吸 系 は ATP 生 産 と は 独 立 し て
NADH の 再 酸 化 を 行 う こ と か ら 、糖 の 消 費 や 酸 化 ス ト レ ス の 緩 和 な ど の 機 能 が 推
定 さ れ て い る が 、 A.  n iger を 含 む 多 く の 生 物 に お け る 本 呼 吸 系 の 生 理 学 的 な 機 能
の 詳 細 は 明 ら か で は な い 。 ま た 、 本 研 究 の 供 試 菌 で あ る ク エ ン 酸 生 産 糸 状 菌 A.  
n iger  WU-2223L に つ い て は 、 シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 を 構 成 す る 酵 素 al ternat ive  
ox idase の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 性 お よ び a l ternat ive  ox idase を コ ー ド す る 相 補
DNA(cDNA)の 塩 基 配 列 が 明 ら か に さ れ て い る 。し か し 、遺 伝 子 を 利 用 し た 生 理 学
的 機 能 解 析 お よ び 代 謝 工 学 へ の 応 用 は な さ れ て い な か っ た 。  
 本 論 文 で は 、遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て ク エ ン 酸 生 産 糸 状 菌 A.  n iger  に お け る
al ternat ive  ox idase の 生 理 学 的 機 能 、 と く に ク エ ン 酸 生 産 と の 関 連 を 解 析 し た 。
さ ら に 、 得 ら れ た 知 見 を 代 謝 工 学 に 応 用 し 、 ク エ ン 酸 生 産 糸 状 菌 の 機 能 改 変 に 成
功 し た 成 果 を ま と め た 。す な わ ち 、 al ternat ive  ox idase 遺 伝 子 (aox1 )の 発 現 条 件
を 視 覚 的 解 析 系 等 を 用 い て 検 討 し そ の 生 理 学 的 機 能 を 解 析 し た 。 さ ら に 、 遺 伝 子
の 破 壊 お よ び 高 発 現 に よ り 人 為 的 に シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 の 容 量 を 改 変 し 、 供 試 菌
の 代 謝 工 学 に よ り ク エ ン 酸 生 産 に 関 連 し た 機 能 を 検 証 し た 。  
 本 論 文 は 9 章 よ り 構 成 さ れ て い る 。  
 第 1 章 で は 、 A.  n iger に お け る ク エ ン 酸 生 産 と 呼 吸 系 に つ い て 概 説 し た 。と く
に 工 業 的 な ク エ ン 酸 生 産 の 現 状 と ク エ ン 酸 生 産 機 構 の 解 析 に つ い て の 研 究 動 向 を
ま と め 、 さ ら に シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 系 に 関 す る 従 来 の 研 究 内 容 を 解 説 し た 。 こ れ
ら を 背 景 と し て ク エ ン 酸 生 産 機 構 の 解 析 に お け る シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 の 重 要 性 を
指 摘 し 、 本 研 究 の 意 義 と 目 的 を 明 ら か に し た 。  
 第 2 章 で は 、本 研 究 で 用 い た 主 な 実 験 方 法 に つ い て 概 説 し た 。す な わ ち 、各 種
微 生 物 の 培 養 方 法 、 A.  n iger な ど の 糸 状 菌 お よ び 大 腸 菌 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 酵
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素 の 分 析 方 法 、各 種 発 現 解 析 法 な ら び に 代 謝 産 物 の 分 析 方 法 な ど に つ い て 述 べ た 。 
 第 3 章 で は 、 A.  n iger  WU-2223L よ り a l ternat ive  ox idase を コ ー ド す る 染 色
体 DNA お よ び そ の 周 辺 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し 、上 流 領 域 解 析 に よ り aox1 の 発 現
条 件 お よ び 生 理 学 的 機 能 を 推 定 し た 。A.  n iger  WU-2223L の 部 分 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ
リ ー よ り aox1 を 含 む 2 ,856  bp の 染 色 体 DNA 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。1 ,156  bp
か ら 成 る aox1 全 領 域 な ら び に 上 流 領 域 718  bp、下 流 領 域 981bp の 塩 基 配 列 を 決
定 し た 。染 色 体 DNA と cDNA の 比 較 に よ り 、aox1 に は 約 50  bp か ら な る 2 つ の
イ ン ト ロ ン が 含 ま れ て お り 、 上 流 領 域 に は 各 種 ス ト レ ス 応 答 因 子 で あ る STRE,  
HSE 様 の 配 列 が 存 在 す る こ と を 明 ら か に し た 。 STRE お よ び HSE は さ ら に 、 複
数 の A.  n iger お よ び 各 種 真 核 微 生 物 由 来 の a l ternat ive  ox idase 遺 伝 子 に も 高 度
に 保 存 さ れ て い る こ と を デ ー タ ベ ー ス よ り 明 ら か に し 、 各 種 ス ト レ ス に 関 連 し た
発 現 や 生 理 学 的 機 能 と の 関 連 に つ い て 考 察 し た 。  
 第 4 章 で は 、 ク エ ン 酸 生 産 条 件 下 に お け る al ternat ive  ox idase 遺 伝 子 の 転 写
解 析 を 行 い 、 ク エ ン 酸 生 産 と の 関 連 を 検 証 し た 。 ク エ ン 酸 生 産 条 件 下 で 培 養 し た
菌 体 よ り 抽 出 し た mRNA に 対 し aox1 を プ ロ ー ブ と し た Northern 分 析 を 行 い 、
遺 伝 子 の 転 写 を 検 出 す る と と も に 酵 素 活 性 と の 相 関 を 検 討 し た 。 ク エ ン 酸 生 産 条
件 下 に お い て aox1  mRNA は 培 養 全 期 間 (3~9 日 間 )に 検 出 さ れ 、 酵 素 活 性 の 変 化
と mRNA 量 の 変 化 が 同 調 す る こ と を 見 出 し た 。 A.  n iger  NRRL328 の 染 色 体 に
aox1 と 高 い 相 同 性 を 示 す 他 の ORF(aox2 )の 存 在 を 見 出 し た が 、 転 写 解 析 の 結 果 、
aox2 の 転 写 は 確 認 さ れ な か っ た 。ま た 、A.  n iger  WU-2223L の 染 色 体 上 に は aox2
は 存 在 し な か っ た 。 以 上 よ り 、 A.  n iger  WU-2223L で は a l ternat ive  ox idase 遺
伝 子 と し て aox1 の み が ク エ ン 酸 生 産 条 件 下 で 構 成 的 に 発 現 す る こ と お よ び
a l t e rnat ive  ox idase の 酵 素 活 性 が 転 写 レ ベ ル で 制 御 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 
 第 5 章 で は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク (EGFP)と a l ternat ive  ox idase の 融 合 タ ン パ ク
を 用 い た 視 覚 的 発 現 解 析 系 を 構 築 し 、al ternat ive  ox idase の 細 胞 内 局 在 お よ び 各
種 培 養 条 件 に お け る 発 現 を 解 析 し た 。 aox1 の 上 流 領 域 718  bp の 下 流 に aox1 の
cDNA お よ び EGFP を コ ー ド す る 遺 伝 子 ( eg fp ) を 連 結 し た プ ラ ス ミ ド
pNAOXEGFP-1 を 構 築 し 、A.  n iger  WU-2223L 由 来 の aox1 破 壊 株 DAOX-1 に 導
入 し て EGFP 融 合 a l ternat ive  ox idase 発 現 株 AOXEGFP-1 株 を 作 製 し た 。
AOXEGFP-1 株 は 、 al ternat ive  ox idase 活 性 を 示 し 、 EGFP 由 来 の 緑 色 蛍 光 が ミ
ト コ ン ド リ ア に 局 在 す る こ と を 蛍 光 顕 微 鏡 を 利 用 し て 視 覚 的 に 明 ら か に し た 。 一
方 、 緑 色 蛍 光 の 強 度 と a l ternat ive  ox idase 活 性 は 正 に 相 関 す る こ と を 確 認 し 、
AOXEGFP-1 株 を 使 用 し て 蛍 光 強 度 か ら a l ternat ive  ox idase 活 性 を 推 定 す る こ と
を 可 能 と し た 。 緑 色 蛍 光 は 糖 濃 度 を 変 え た 各 種 培 養 条 件 に お い て も 同 様 に 検 出 さ
れ 、 AOXEGFP-1 株 す な わ ち WU-2223L 株 で は aox1 は 糖 濃 度 に 依 存 せ ず に 構 成
的 に 発 現 す る こ と を 明 ら か に し た 。  
 第 6 章 で は 、上 記 の 視 覚 的 発 現 解 析 系 を A.  n iger の 単 核 か つ 単 細 胞 の 分 生 子 に
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対 し て 適 応 し 簡 便 か つ 定 量 的 な 解 析 系 を 構 築 し 、 各 種 ス ト レ ス に 対 す る 応 答 を 検
出 し た 。 視 覚 的 発 現 解 析 系 に よ り 分 生 子 お よ び 発 芽 段 階 に お け る aox1 の 構 成 的
な 発 現 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 分 生 子 の 緑 色 蛍 光 を 顕 微 測 光 に よ り 定 量 的 に 解
析 可 能 と し た 。分 生 子 に お い て 、 40℃ 、 1 時 間 の 熱 シ ョ ッ ク お よ び 0 .5  M KCl に
よ る 浸 透 圧 ス ト レ ス を 与 え る こ と で EGFP の 蛍 光 が 増 加 し た 。 以 上 よ り 、 aox1
は 分 生 子 段 階 か ら 構 成 的 に 発 現 す る こ と お よ び 熱 や 浸 透 圧 な ど の ス ト レ ス に よ っ
て 誘 導 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。以 上 の 内 容 は 、a l ternat ive  ox idase が ス ト レ
ス 緩 和 な ど の 機 能 を 示 す こ と を 示 唆 し た 。  
 第 7 章 で は 、 転 写 レ ベ ル で a l ternat ive  ox idase 活 性 が 制 御 さ れ る こ と (第 ４ 章
成 果 )を 利 用 し 、A.  n iger  WU-2223L 由 来 の aox1 破 壊 株 お よ び 高 発 現 株 を 作 製 す
る こ と に よ っ て 、 人 為 的 に シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 の 容 量 を 改 変 し た 。 遺 伝 子 破 壊 の
た め に ク ロ ー ニ ン グ し た 2 ,856  bp の aox1 染 色 体 DNA よ り 約 700  bp の コ ー ド 領
域 を 欠 損 さ せ 、 選 択 マ ー カ ー と し て の ピ リ チ ア ミ ン 耐 性 遺 伝 子 を 導 入 し た プ ラ ス
ミ ド pDAOXPTR-1 を 構 築 し た 。pDAOXPTR-1 を A.  n iger  WU-2223L に 導 入 し 、
相 同 組 換 え に よ っ て aox1 が 欠 失 し た DAOX-1 株 を 作 製 し た 。 一 方 、 高 発 現 の た
め に Asperg i l lus 属 用 高 発 現 プ ロ モ ー タ ー P-g la142 の 下 流 に aox1  cDNA を 連 結
し た プ ラ ス ミ ド pNGA-AOX を 構 築 し 、 A.  n iger  WU-2223L 由 来 niaD 変 異 株
LND-1 に pNGA-AOX を 1 コ ピ ー 導 入 し た NGA-A 株 を 作 製 し た 。Northern 解 析
に よ り DAOX-1 株 に お い て は aox1 の 転 写 が 消 失 し 、NGA-A 株 に お い て は 転 写 量
が 10 倍 以 上 に 増 加 し た こ と を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 活 性
が DAOX-1 株 に お い て は 完 全 に 消 失 し 、 NGA-A 株 に お い て は 約 4 倍 (3 .17  nmol  
O 2 /min /mg-dry  we ight )に 増 加 し た 。 以 上 よ り 、 代 謝 工 学 の 手 法 に よ り 単 一 の 遺
伝 子 aox1 の 破 壊 と 高 発 現 に よ り シ ア ン 非 感 受 性 呼 吸 の 容 量 を 増 減 さ せ る こ と が
可 能 な こ と を 明 ら か に し た 。  
 第 8 章 で は 、 aox1 の 破 壊 お よ び 高 発 現 の ク エ ン 酸 生 産 へ の 影 響 を 検 証 し 、
al ternat ive  ox idase の 生 理 学 的 機 能 を 解 析 し た 。 ク エ ン 酸 生 産 条 件 下 で 12 日 間
培 養 し た 場 合 、 aox1 破 壊 株 DAOX-1 の グ ル コ ー ス 消 費 お よ び ク エ ン 酸 生 産 性 は
A.  n iger  WU-2223L と 比 較 し て 約 5%減 少 し 、一 方 高 発 現 株 NGA-A の そ れ ら は 約
5%増 加 し た 。さ ら に 、200  g / l の 高 糖 濃 度 条 件 下 30 日 間 の 培 養 に お い て は NGA-A
株 の 糖 消 費 は WU-2223L の 約 20%増 加 し た 。 以 上 よ り 、 al ternat ive  ox idase は
ク エ ン 酸 生 産 に 必 須 な 因 子 で は な い が 、 ク エ ン 酸 の 高 生 産 に 寄 与 す る 因 子 で あ る
こ と を 代 謝 工 学 の 手 法 に よ り 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 高 糖 濃 度 条 件 下 で の 効 率 的
な 発 酵 生 産 に a l ternat ive  ox idase が 強 く 貢 献 す る こ と を 示 し た 。  
 第 9 章 で は 、本 研 究 を 総 括 し た 。本 研 究 の 成 果 か ら ク エ ン 酸 生 産 糸 状 菌 A.  n iger
に お け る al ternat ive  ox idase の 機 能 を 再 検 証 し 、ク エ ン 酸 生 産 へ の 寄 与 を 明 ら か
に し た 。さ ら に 、aox1 の 利 用 法 す な わ ち 効 率 的 な 各 種 有 用 物 質 生 産 へ の 応 用 の 可
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